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MOYENS POUR LA DETECTION DE CELLULE8 HAUTEMENT 

PR0LIFERATIVE8 

L' invention a pour objet une methode pour la 
5 detection de cellules fortement proliferatives telles les 
cellules tumorales et un kit permettant la mise en oeuvre 
d'une telle methode, 

A I'heure actuelle, la detection de tumeurs fait 
appel le plus souvent a des examens histologiques des 
10 cellules transfonaees qui necessitent un personnel 
hautement qualifie pour apprecier les resultats. De plus, 
peu de marqueurs fiables de cellules tumorales sont 
actuellement disponibles • 

L' etude de tumeurs par les inventeurs, notamment de 
15 tumeurs du sein, a montre une augmentation importante de 
I'activite et du taux d' enzymes intervenant dans la 
synthese des nucleotides. 

La mesure de l^activite ou du taux de 1* enzyme a pu 
etre correlee de maniere reproductible a 1 ' etat tumoral 
20 des echantillons biologiques testes. 

L* invention a done pour but de fournir une methode 
de detection de cellules hautement proliferatives, en 
particulier, elle vise a fournir une methode pour mettre 
en evidence un etat tumoral potentiellement evolutif en 
25 mesurant I'activite ou le taux d' enzymes particulieres. 

Selon un autre aspect, 1 • invention vise a fournir un 
kit de diagnostic pour la mise en oeuvre de cette 
methode . 

La methode, selon 1' invention, pour la detection de 
30 cellules fortement proliferatives, est caracterisee en ce 
qu'elle comprend la mesure in vitro de I'activite ou de 
la quantite de NDP kinases d*un echantillon biologique. 

On salt que les nucleosides diphosphate kinases (NDP 
kinases; EC 2.7.4.6.) jouent un role majeur dans la 
35 synthese des nucleosides triphosphates (pour une revue: 
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AGARWAL & PARKS, 1973). Ces enzymes catalysent le 
transfert du groupement 7-phosphate d'un triphosphonu- 
cleoslde donneur sur un nucleoside diphosphate accepteur 
5 par un mecanisme ping-pong comportant un intermediaire 
phosphoryle stable coxnme represents ci-apres : 

NiTP + E ^ ^pP + E w p 

10 N2DP -h E ^ P ^ N^TP + E 



NiTP + N2DP =^ N^DP + N2TP 

15 

(Ni et N2 sont des ribo et deoxyribonucleosides et -E P, 
1 ' intermediaire phosphoryle) 

Leur specif icite vis-a-vis des substrats 

20 nucleotidiques est assez large puisqu*elles peuvent 
utiliser indif feremment les derives puriques et 
pyrimidiques et aussi bien les derives riboses que 
deoxyriboses. Elles foarment des polymeres const itues d'un 
seul ou de deux types de monomeres associes le plus 

25 souvent en hexameres. 

Les inventeurs ont observe que les variations 
d'activite ou de taux de NDP kinases traduisent un etat 
tumoral potent iellement evolutif. 

La mesure de I'activite des NDP kinases est realisee 

30 avantageusement en utilisant comme substrats des 
nucleotides naturels ou des analogues de synthese de ces 
nucleotides et en mettant en evidence les nucleotides 
produits par des systemes enzymatiques couples permettant 
la formation de produits detectables par colorimetrie 

35 et/ou spectrophotometrie. 
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Ainsi, on utilise pax exemple un systeme hexoki- 
nase-glucose-6-phosphate deshydrogenase, reliant la 
formation par la NDP kinase d'ATP a partir d'lTP (inosine 
triphosphate) et d'ADP, a la formation de la NADPH+H*, 
produits detectables spectrophotometriquement directement 
a 340 nm ou dans le spectre visible apres la reaction 
avec la phenazine methcsulf ate et le nitrobleu de 
tetrazoliiim (CHENG et al^ 1971, Biochemistry 10, 2139) . 

En variante, on mesure la quant ite de NDP kinase par 
marquage de 1 « intermediaire phosphoryle resultant de 
1 • interaction du nucleotide triphosphate substrat avec 
1' enzyme, le marquage de 1 ' intermediaire phosphoryle 
etant effectue a l^aide d« analogues tels les derives 
-rthiophosphates de I'ATP ou du GTP qui presentent 
I'avantage de ne pouvoir etre hydrolyses par les 
phosphatases. 

L^activite NDP kinase peut egalement etre suivie en 
utilisant des nucleotides naturels ou des analogues de 
synthese radioactifs et des techniques de separation des 
produits de la reaction par chromatographie (PARKS & 
AGARWAL, 1973, in The enzymes (BOYER P.D. Ed), 8, 307, 
Academic Press, NY) . 

Selon un autre mode de realisation de 1' invention, 
comme 1 • augmentation d'activite observee correspond a un 
taux plus important d' enzyme, on mesure la quant ite de 
NDP kinases presentes a I'aide d'anticorps anti-NDP 
kinases polyclonaux ou monoclonaux et on met en evidence 
une reaction eventuelle du type antigene-anticorps a 
I'aide de systemes revelateurs classiques, Cette 
detection peut etre effectuee sur coupe histologique ou 
apres electrophorese de 1 ' echantillon et transfert de 
WESTERN. 

Les systemes revelateurs les plus usuels comprennent 
des marqueurs chimiques, physiques et/ou enzymatiques 
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et/ou chimioluminescents detectables lorsque la reaction 
du type antigene-anticorps s'est produite. On citera les 
systemes colorimetriques couples a des enzymes, les 
5 systemes fluorescents ou encore radiomarques^ 

Selon encore un autre mode de realisation de 
1' invention, on utilise des sondes d'ADNc specif iques de 
NDP kinases capables de s'hybrider avec les sequences 
correspondantes des ARN-m codant pour les NDP kinases, 

10 une augmentation du taux des ARN-m pouvant etre reliee a 
une augmentation de la quantite de proteines NDP kinases 
refletant I'etat tumoral de 1 • echantillon. 

Avantageusement, I'activite ou la quantite de NDP 
kinases est mesuree sur un echantillon biologique 

15 provenant d'un patient. 

Pour la mise en evidence d'un etat tumoral ,t r on 
effectue plus specialement une comparaison d'activite 
entre un echantillon biologique contenant des cellules 
hautement proliferatives et un echantillon contenant des 

20 cellules correspondantes normales. 

Par echantillon biologique, on entend tout 
prelevement effectue sur le patient qu'il s'agisse d'une 
tumeur solide, d'un fluide biologique tel que le sang, le 
serum, le liquide cephalo-rachidien, le liquide pleural, 

25 1 'urine, les crachats, des prelevements obtenus par 
tubage, aspiration bronchique, ou ponction, ou encore des 
cellules circulantes. 

Pour effectuer la mesure, 1 'echantillon biologique 
est utilise sous forme entiere, broyee, en coupe, 

30 fractionnee, en particulier sous forme de fractions siob- 
cellulaires ou, le cas echeant, sous forme de culture 
cellulaire. 

Les reactifs necessaires a la mise en evidence de 
I'activite ou de la quantite de NDP kinases peuvent etre 
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dans un milieu liquide ou incorpores dans xm materiau 
support par exemple des gels ou des f iltres-support, 

L' invention vise egalement un kit pour la detection 
in vitro de cellules a fort taux de prolif eration, 

Ce kit est caracterise en ce qu'il renferme les 
reactifs necessaires tels que definis ci-dessus pour la 
mise en evidence de I'activite ou de la quantite de NDP 
kinases mises en contact avec un echantillon biologique 
sous forme appropriee. 

Le kit de detection de 1* invention presente 
I'avantage de pouvoir etre utilise directement sur des 
echantillons cliniques et permet d'obtenir des resultats 
dans un temps tres rapide. 

On rapporte dans les exemples ci-apres donnes a 
titre illustratif une methode de detection de I'activite 
NDP kinase mesuree sur des extraits de tissus de 
differents patients, Les resultats obtenus sont rapportes 
sur les figures 1 et 2 qui concernent les variations de 
l*activite de la NDPK en U/mg de proteine selon le tissu 
etudie pour deux series de patients, 
EXEMPLE8 

Preparation des extraits 

Les fragments de tissus obtenus congeles dans de 
1» azote liquide sont degeles rapidement dans du tampon 
Tris-HCl 10 mM, pH 7,5 maintenu a 4''C, contenant de 
I'EDTA 1 mM, du glycerol 20% et des inhibiteurs de 
proteases (PMSF (fluorure de phenyl methyl sulfonyl) 1 
mM, 1 Mg/ml d'antipain et 15 fig/ml de benzamidine) a 
raison 5 ml environ de tampon par gramme de tissus. Les 
tissus sont coupes fineraent puis broyes au Polytron® (3 
fois 20 secondes a puissance maximale) • Le broyat est 
ensuite centrifuge a 4'C^ 10 min. a 20000 g dans une 
centrifugeuse refrigeree. Le surnageant est utilise 
immediatement ou conserve par aliquots a -SO^C. La 
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concentration en proteines de celui-ci est mesuree par la 
methode de BRADFORD (1976, Anal. Biochem, , 72, 248). 
Dosage de I'activite NDP kinase 
5 L'activite enzymatique est mesuree par un systeme 

enzyraatique couple pyruvate kinase-lactate deshydrogenase 
(AGARWAL et al, 1978, Meth. Enzymol . , 51, 376) qui relie 
la formation d'ADP par la (ou les) NDP kinase (s) a une 
consommation de NADH detectee spectrophotometriquement a 
10 340 nm. Les reactions sont les suivantes : 



15 



20 



NDP kinase 

dDTP + ATP > dTTP + ADP 

PK 

ADP + PEP > ATP + pyruvate 

LDH 

Pyruvate + NADH — > lactate + NAD* 



(Abreviations: PEP: phosphoenolpyruvate; PK: pyruvate 
kinase; LDH: lactate deshydrogenase; dTDP: deoxy thymidine 
25 diphosphate; dTTP: deoxythymidinetriphosphate) 



La reaction a lieu a 30'* C dans un volvune total de 
500 til de Tris-HCl 50 mM, pH 7,4, contenant du phosphoe- 
nolpyruvate 0,5 mM, de I'ATP 0,5 mM, du MgClj 6 mM, 100 
/ig/ml de NADH, du KCl 50 mM, du dTDP 0,2 mM, 1,5 U de 
pyruvate kinase et de lactate deshydrogenase et la 
quant ite de surnageant d'extrait tissulaire (1 a 10 /il) 
necessaire a I'obtention d'une vitesse directement 
proportionnelle a la quantite d'extrait. Une unite 
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d» enzyme catalyse la formation d*une /Liroole d'ADP par 

minute • 

Resultats 

5 L'activite NDP kinase d'extraits de plusieurs 

tumeurs sol ides du sein a ete comparee a celle de 
differents tissus normaux par la methode pyruvate 
kinase-lactate deshydrogenase . 

On rapporte sur les figures 1 et 2 l^activite NDP 
10 kinase d'extraits de ganglion (GG) de muscle (Mu) ^ de 
mastose (Ms) , de peau (Pe) , de sein normal (SN) , de 
thyroide (Ty) et de tumeur du sein (TS) . La lettre 
precedent les abreviations de chaque extrait correspond 
au patient sur lequel a ete effectue le test, 
15 L'examen de ces figures montre que I'activite est 

augmentee de 5 a 10 fois par rapport a I'activite du 
tissu normal de reference. 

L ' augmentation de 1 * act ivite enzymat ique correspond 
a une augmentation de la quantite de la proteine comme il 
20 a ete evalue par transfert de WESTERN, en utilisant des 
anticorps specif iques de NDP kinase d * erytrocy tes 
humains. Ces resultats sont confirmes sur coupe de tissus 
par un marquage specif ique des cellules tumorales. 

La mesure de l*activite NDP kinase constitue done un 
25 critere d' evaluation de I'etat tumoral evolutif potent iel 
d*un prelevement tissulaire, 

L* invention fournit ainsi un test simple de 
depistage d*etats tumoraux potent iel lement evolutif 

30 
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REVENDICATIONS 
!• Methods de detection in vitro de cellules a fort 
taux de proliferation, telles les cellules tumorales, 
5 caracterisee en ce qu'on mesure I'activite ou la quantite 
de NDP kinases. 

2. Methode selon la revendication 1, caracterisee en 
ce qu'on realise la mesure de I'activite des NDP kinases 
en utilisant des nucleotides naturels ou des analogues de 

10 synthese de ces nucleotides, et en mettant en evidence 
les produits de la reaction par des systeines enzymatiques 
couples permettant la synthese de produits detectables 
par color imetrie et/ou spectrophotoinetrie . 

3. Methode selon la revendication 1, caracterise en 
15 ce c[u»on mesure la quantite de NDP kinase par marquage de 

1 • intermediaire phosphoryle resultant de 1 • interaction du 
nucleotide triphosphate substrat avec 1' enzyme, le 
marquage de 1 ' intermediaire phosphoryle etant effectue a 
I'aide d' analogues tels les derives 7-thiophosphates de 
20 I'ATP ou du GTP. 

4. Methode selon la revendication 1, caracterisee en 
ce qu'on realise la mesure de I'activite des NDP kinases 
en utilisant des nucleotides radioactivement marques, 
naturels, ou des analogues de synthese de ces nucleotides 

25 et qu'on separe les produits par chromatographie. 

5. Methode selon la revendication 1, caracterisee en 
ce qu'on mesure la quantite de NDP kinases a I'aide 
d'anticorps anti-NDP kinases polyclonaux ou monoclonaux 
et qu'on met en evidence une reaction eventuelle du type 

30 antigene-anticorps a I'aide de systemes revelateurs 
classiques, 

6. Methode selon la revendication 1, caracterisee en 
ce qu'on utilise des sondes d'ADNc specif iques de NDP 
kinases, capables de s'hybrider avec les sequences 

35 correspondantes des ARN-m codant pour les NDP kinases. 
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7. Methode selon I'une quelconque des revendications 
1 a 5, caracterisee en ce que I'activite ou la quantite 
de NDP kinase est mesuree sur un echantillon biologique 

5 provenant d*un patient. 

8. Methode selon la revendication 7, caracterisee en 
ce que 1 » echantillon est une tumeur solide ou un fluide 
biologique, ou des cellules circulantes 

9. Methode selon la revendication 8, caracterisee en 
10 ce que 1 • echantillon biologique est utilise sous forme 

entiere, broyee, en coupe, fractionnee, en particulier 
sous forme de fractions sub-cellulaires ou, le cas 
echeant, sous forme de culture cellulaire, 

10. Kit pour la detection in vitro de cellules a 
15 fort taux de proliferation, caracterise en ce qu'il 

xrcnferme les reactifs necessaires a la mise en evidence 
de l"activite ou de la quantite de NDP kinases, mis en 
contact avec un echantillon biologique sous forme 
appropriee . 

20 
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